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論 文 内 容 要 旨
序 論
棘皮動物門ナマ コ綱に属す るマナマコ(5がo加ρ〃3ノ'8ρo刀fω5)は、東アジアにお
ける水産重要種であり、 日本では市場におけるナマコ類のほぼ100%を本種が占めて
いる。本種は体色の違いか ら、一般にアカナマ コ、アオナマコ、クロナマコの3種 類
に分け られ、色彩によって価格が大きく異なる。またアカナマコは外洋水の影響が強
い岩礁域に多く生息す るのに対 し、アオナマコやクロナマコは主として内湾の砂泥底
に多く生息 していることが知 られている。そのためマナマコにおいて色彩は、本種の
資源管理や育種を行ってい く上で鍵 となる重要な形質である。 しか し、現在 までマナ
マコの生物学的研究はあま り行われておらず、色彩の違いが環境変異によるものか遺
伝変異であるのかについても明らかではない。その背景には本種の体組成の殆 どが伸
縮性の結合組織であ り、形態による年齢 ・成長の推定や物理的標識が困難 なことが挙
げられる。このような種においては、遺伝的変異を指標に した研究、すなわち分子マ
ーカーを用いた生態や集団構造の遺伝学的解析が有効であると考えられる。 しか し、・
これまで本種における遺伝学的研究は報告がなく、ナマコ類全体においても極めて少
ないのが現状である。
本研究は、色彩の客観的評価 と分子マーカーを用いた集団遺伝学的解析 により、マ
ナマコにおける色彩変異の遺伝学的解明を目的 とした。
第1章 マナマコの色彩変異型に対する色彩の定量的定性的評価
マナマコにおける色彩変異について定量的お よび定性的に明 らかにす るために、デ
ジタルカメラと画像編集 ソフ トを組み合わせた色彩計測法を開発 し、色彩の個体分布
を調べた。また、表皮の顕微鏡観察を行い色素の構成の違いを調べた。
その結果、L*a*b*表色系を指標 とした色彩分析において、アカ型はアオ型及びクロ
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型 とは不連続に独立 した分布域を示 した(図1)。一方アオ型 とクロ型は分布の中心は
異なっていたが互いに連続 した分布を示 した。
表皮色素の観察においては、アカ型は全個体で、他型にはみ られない特徴的な鮮赤
色の色素が観察された(表1)。また、アカ型にはアオ型及び クロ型 に認め られた緑色
の色素は観察されなかった。アオ型 とクロ型は、色素の構成には違いが認 められず、
色素の分布密度による違いが示唆 された。これ らのことか らマナマコの色彩変異には
質的に異なるアカ型 とい う変異 と、互いに量的に異なるアオ型一クロ型 とい う変異が
あることが示 された。
第2章 アイソザイム分析による色彩変異型の遺伝的差異
'色彩
における3型 の違いが集団内の個体変異であるのか、あるいは種や集団の違い
を反映 したものであるのかについて明 らかにするため、分子マーカー としてアイ ソザ
イム遺伝子の検出を行い、日本沿岸4地 域のマナマコ3型 の遺伝的類縁関係について
調べた。その結果、マナマコのアイソザイムは検出組織 に腸管を用い、9酵素11遺伝
子座で遺伝子型の明確な推定が可能であることが分かった。また これ ら11遺伝子座
を標識 としてマナマコ全体の遺伝的変異性 を調べた ところ、平均ヘテロ接合体率(He)
で0.252とな り、マナマコが他の水産動物種と比べ極めて高い変異性を有 しているこ
とが示 された。
次に遺伝子頻度および遺伝子型頻度 を求め、同一地域 におけるアカ型 と他型 との比
較を行 ったところ、それ らの遺伝的組成には有意な差が認 められた(表2)。アカ型 と
他型間のNeiの遺伝的距離は平均0.0135、Fstは平均0.0583であった。一方アオ型
とクロ型間には遺伝的組成の差異は殆 ど認められなかった(表2)。Neiの遺伝的距離
をもとにUPG法による樹形図を作成 した ところ、宮城のアカ型 と大分のアカ型は一っ
のクラスターを形成 し、他の4地 域のアオ型およびクロ型 とは明確な分化がみ られた
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(図2)。一方アオ型 とクロ型は地域を越えて一つの大きなクラスター:を形成 した。こ
れ らのことからアカ型 は他型 とは生殖的に隔離 された集団であることが示された。ま
た、アオ型 とクロ型は互いに極めて近縁な関係にあることが示唆 された。
第3章 マイクロサテライ ト多型分析による色彩変異型の遺伝的差異
マナマコにおいてアイ ソザイムマーカーは高い変異性の面か ら有用ではあるが、解
析できる多型遺伝子座が8座 と少ない ことや、成体の腸管からしか検出できないこと、
夏季には実験できないこと、同一個体による再実験が難 しいことなど留意点 も多い。
また、前章で示されたアカ型 と他型間における生殖隔離の存在を確認 し、さらにアオ
型 とクロ型が近縁な別集 団なのか、あるいは同一集団内の変異なのかについて明 らか
にす るためにはより多型性 の高いマーカーを用いた解析が必要である。そこでより変
異性 と汎用性の高い遺伝マーカー として、マイクロサテライ トマーカーの開発 を行い、
それ らを標識に日本沿岸4地 域お よび中国沿岸1地 域のマナマ コ3型 の集団遺伝学的
解析を行った。
マグネチ ックビーズを用いた選択的ハイブリダイゼーシ ョン法によりマナマコの
マイクロサテライ ト(MS)の単離を行った結果、MS含有の95クローンか ら計51プライ
マーが設計 され、 うち20プ ライマーにおいて遺伝子型の明確な判定が可能だった。
アオ型30個体を用いてこれ ら20座での遺伝的変異性を調べたところ、19座で変異が
観察され、平均ヘテ ロ接合体率の期待値(He)は0.14～0.91(平均0.61)とアイソザイ
ムよりも高かった。
3型の遺伝的類縁関係 を調べるため、開発された20MS座の中から変異性が高 く、ア
リルの判定が確実な11座を選択 した。はじめにこれ ら11座の遺伝支配を交配実験に
よる親子関係で調べた ところ、全てρマイクロ座においてメンデル遺伝が確認 され、
これ らが遺伝マーカー となることが確証 された。
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そこでこれ ら11座を標識 として、 日本沿岸4地 域及び中国沿岸1地 域の3型 につ
いて集 団遺伝学的解析 を行った。その結果、同一地域に生息する3型 を一つにまとめ
た場合 に、Hardy-Weinberg平衡からの有意なずれが認 められると共に、各座間におけ
る遺伝子型不平衡 が強くなる傾向がみ られ、3型 が任意交配集団とはみなせないこと
が示 された。また同一地域のアカ型 と他型間には遺伝的組成に明確な有意差が認め ら
れた(表3)。一方、同一地域のアオ型 とクロ型間には遺伝的差異は認められなかった。
全 ロッ ト間においてNeiの遺伝的距離を算出し、UPG法による樹形図を作成 したとこ
ろ、アカ型は地域を越えて1つ のクラスターを形成 し、アオ型やクロ型 とは明確な分
化がみ られた(図3)。一方アオ型は同一地域のクロ型 と最 も近い関係にあることが示
され、2型 は一つの集団を構成するもの と考えられた。
第4章 総合考察
マナマコの色彩変異について、アカ型は色彩形質において他型とは不連続に異なっ
てお り、また他型 と近接的あるいは同所的に生息 していなが らも独立 した遺伝的組成
が保 たれていることか ら、他型 とは生殖的に隔離 された別亜種であると考えられた。
一方 アオ型 とクロ型は、色彩において保有する色素 には違いがなくその変異は連続的
であること、また両者の間に遺伝的組成の差異が検 出されないことか ら、これ らは同
一集団内の個体差であると考えられた。従って今後、資源管理や育種においてアカ型
は他型 とは独立 した遺伝資源 として、またアオ ・クロ型は同一遺伝資源 として扱 う必
要性 が示 された。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
マナマコ(3∫励0μ∫加oη∫oμ∫)は東アジアにおける水産重要種である。本種には市場価値の異なる
体色変異 「アカ型 ・アオ型 ・クロ型」が知 られ,そ れ らの生息環境や分布域の違い,繁殖期の違いな
どの報告はみ られ るが,色 彩に関する差異の程度,色 彩変異型問の生物学的差異に関する定量的 ・定
性的研究はみることができない。その要因として,本種の体組成の殆 どが結合組織であり伸縮性が高
いこと,再生能力や創傷治癒能力が極めて高 く物理的標識を短期間に離脱・修復 して しまうことなど,
形態による年齢 ・成長の推定が困難なことが挙げられ る。本論文は,こ のような種に対 して,色 彩の
定量的 ・定性的評価法を考案 して客観的に色彩変異の存在 を捉え,遺伝標識を開発 して色彩変異型の
遺伝的差異を明確にする事を目的として行われた研究である。その結果は以下の通 りである。
(1)マナマコの色彩を定量的に比較するために,デ ジタルカメラと画像編集 ソフ トを組み合わせた
色彩計測法を開発 し,L*a*b*表色系で色彩の個体分布を調べた。その結果,ア カ型がアオ型及びクロ
型 とは明確に(不連続に)区分できること,アオ型 とクロ型は連続変異を示したことが明らかになった。
(2)そこでマナマコの色彩を定性的に比較するために,表 皮の顕微鏡観察を行い色素の構成の違い
を調べた。その結果,ア カ型は他型にはない鮮赤色の色素を持つ とともに他型にはある緑色の色素を
持たないことで明確に区分できること,アオ型 とクロ型は共通の色素を持つことが明らかになった。
(3)次にアイ ソザイム分析を行い,同じ湾の中でもアカ型は他型 とは異なる遺伝的組成を持つこと,
宮城 と大分のアカ型が他型 との間よりも遺伝的に極めて近縁であることが判明した。
(4)そこで幼生でも分析可能なマイクロサテライ トマーカーを開発 し,(3)と同様の分析をした結果,
アカ型が他型 とは明確に異なる遺伝的組成を保有 し,同湾でも生殖的に隔離 された別種になる可能性
があることを明らかにした。
本論文は,こ れまで研究が極めて少なかったマナマコに焦点 を当て,独 自の発想によって色彩の評
価法を考案 し,初めてマナマコの色彩変異を定量的・定性的に明らかにしたことが評価できる。また,
これまで困難 とされていたマナマコのアイ ソザイム分析を可能にし,極めて高い変異性があることを
示したことや,や はり報告が皆無のマナマコのマイクロサテライ トマーカーを20種類開発 したこと,
そしてそれ らのマーカーを活用 して,これまで1種 とされていたマナマコについて,アカ型がアオ型・
クロ型とは生殖隔離された異なる種(亜 種)と なるべきである証拠を提示 したことは極めて高い評価
に値する。
よって本論文は,博士(農 学)の 学位を授与するに値するものと判定した。
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